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Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Erstellung einer Sammlung von isollertem 
blologischen Probenmaterial. wobel isoliBrtes biologisches Probenmaterlal innerhalb 
eines definierten Zettraums nach Isolation des Probenmaterials aus seiner 
natQrlichen Umgebung koneerviert und nachfblgend gelagert wird und wobei der 
definiertB Zeitraum zwlsclien Isolation und Konservienjng verscliledener 
Probenmaterialien eine definierte maxlmale Abweichung aufweist. Des weiteren 
betrifft die. Erfindung eine Sammlung von blologischem Probenmaterial. 



Datum 23.12.02 16:16 FAXG3 Nr: 613719 von NVS:FAXG3.I0.01 01/091 151 0360 (Seite 21 von 22) 



P/44328DE/Wa 





Indivumed GmbH 
Orchideenstieg 14 
D-22297 Hamburg 



Veifahren zur Erstellung einer Sammlung von blologisehem Probenmaterial 
und Probensammiung 



Die ErRndung betrlffi: ©in Verfahren zur Erstellung elner Sammlung von blologlschem 
Probenmaterial sowle eine Probensammiung aus isollertem biologlschen 
Probenmaterial. 

1 / Aus zahlrelchen Vereffentllchunflen. belaplelsweise Alon et al., Proc. Natl. Acad. Sd. 
VA/ USA Bd. 96 (1 999) 6745^750; Zou et al.. Oncogene 21 (2002) 4865-4862; 

Nottermann et al., Cancer Research 61 (2001) 31 24-3130, Sortie et al., PNAS 98 
(2001 ) 1 0869-1 0874, 1st t)ekannt, daB isoilerte blologische Gewebeprxiben in 
flQsslgem Stickstoff schockgefroren und bei 6twa-170''C oder -80'C gelagert 
werden kannen. 

Bei diesen bekannten Verfahren 1st nachteilig, daS die biologfschen Gewebeproben 
nicht unter standardislerten Bedingungen IsoHert. aufbereitet, konserviert und 
gelagert werden. Aufgmnd der fehlenden Standardisiemng sind e^tperlmentelie 
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Ergebnlsse, die bei Experimenten mit verschledenen isoHerten biologlschen Proben 
ertialten werden, unterelnander nicht ausrelchend vergleiohbar . 

Die zwischen Isolation von biologischem Probenmaterial aus seiner naturlichen . 
Umgebung und Konservierung Oder Bnfrieren des biologlschen Probenmaterials 
verstrelohende Zelt hat einen wesentllchen EinfluB auf den biochemlsdhen Zustand 
bzw. die QualitSt des IsoHerten blologlscheri Probenmaterlals, 
Das einem Menschen entnommene biologlsche probehmateriaj, belspielsweise 
Tumormaterial, veraridert sidi atrfgrund der fehlenden Nahrstoffveraorgung durch 
den Blutkreislauf. Belspielsweise kommt es zu einem Abbau von Nukleinsauren, 
insbesondere RibonuWeinsauren, sowie von Protelnen. Audi kann es zu einer 




Wlodifizleaing, belspielsweise zu Phpsphoryllerung urid/oder Dephosphoryliemng von 
zelluiaren Bestandteilen, Insbesondere von Protelnen, kommen. 



Das helBt, mit zunehmender Zeitdauer nach Isolation des biologlschen 
Probenmaterlsds gibt das isolierte biologlsche Probenmaterial nlcht mehr den. 
blochemischen oder physlologischen Zustand vor der Entnahme aus der natOriicheh 
Umgebung wieder. 

Um bei experimentellen in vltro-Untersuchungen mit isoliertem biologlschen 
Probenmaterial zu Ergebnissen zu kommen, die eine Aussage uber die 
blochemischen, physlologischen und/oder molekularbiologlschen In vivo-VerhSltnisse 
zu lassen, ist wesentllch, daB das isolierte biologlsche Probenmaterial auch die in 
vivo-Verhaitnlsse wiedergibt 

Ein solches isollertes biologisches Probematerial ware beispieliswelse ein wertvolles 
Untersuchungsmaterial bel der Wirkstoff- und ArzheimlttelentwicWung auf dem 
Gebietvon Krebs- oder Stoffwechselerkrankungen. 

Des welteren w&re ein solches hochwertlges blologieohes Probenmaterial auch sehr 
gut geeignet, um die molekularbiologlschen und/oder pathoblochemischen Vorganga 
in pathologlschem biologlschen Probenmaterial im Vergleich zu nlchtpathologischem 
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biologischen Probenmaterial zu untersuchen, um Erkenntnlsse fiber die molekularen . 
Ursachen von Erkrankungen, beisplelsweise von Krebs- oder 
Stoffwechseterkrankungen, zu gewinnen. 

Um dl© Relevanz von erhaltenen experimentellen Ergebnlssen beurtellen zu kflnnen, 
mussen diese statlstlsch.abgeslchert seiri. Ineofem muB eine entsprechende Ahzahl 
von experimentellen Untersuchungen mit/isolierten biologischen Prdbenmateriallen 
verschledenen Ursprungs durchgefQhrtwerden, HIerbel ist Voraussetzung,*daB die 
verschiedenen Isolierten biologischen Probenmaterialien nach der ieoiation unter 
standardlslerten Bedlngungen aufcereftet, konsen/iert und gelagert werden. * 

Es besteht mithln ein Bedarf an einem Verfahr^n zur Erstellung einer Sanrtmliing von 
biologiachem Probenmaterial. 

DBS weiteren besteht ein Bedarf an einer Sammlung von blologischem 
Probenmaterial, das den biochenrtischen Zustand in seiner natOrtlchen Umgebung 
zuveriSssiger wiadergibt 

Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe wird durch ein Verfahren zur Erstellung 
einer Sammlupg von isoliertem biologischen Probenmaterlal', wobel Isoljertes 
biologlsches Prpbenmateriai innerhaib elnes definierten Zeitraums nach Isolation des 
Probenmaterials aus seiner natQrfichen Umgebung konservtert und nachfolgend 
gelagert wird und wobei der deflnterte Zeltraum zwlschen Isolation und 
Konservierung verschledener Probenmaterialien eine definlerte maximal© 
Abweichung aufweist, g©l6st. 

Bevorzugt© Weiterbildungen des erfindungsgemaBen Verfahrens sind in den 
UnteransprQchen 2 bis 15 angegeben. 

Die Aufgabs wird welterhln durch eine Probansammlung, die Isollertes und gemSB 
dem Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 15 auflbereitetes blologisches 
Probenmaterlal enthait, gelost 



atum 23.12.02 16:16 FAXG3 Nr: 613719 von NVS:FAXG3.I0.01 01/091 151 0360 (Seite 5 von 22) 



4 




Die Enttiahme bzw. Isolation des biologischen Probenmaterials aus seiner 
naturlichen Umgebung, belspielsweise durch chiairgischen EIngriff beim Menschen, 
^ ist nicht Qegenstand der Erfindung. Das erfindungsgemaBe Verfahren zur Erstellung" 
einer Probensammlung aus Isollertem biologischen Probenmaterial folgt unmlttelbar 
auf die Entnahme und kann von Laborpersonal ohne arztllche Beaufslchtlgung 
durchgefQhrt warden. . 

GemaB einer bevorzugten AusfQhrungsform wird die Beschaffenheit des 
biologischen Probenmaterials nach der Isolation aus seiner naturlichen Umgebung 
und vor der Konservierung erfaBt und dokumentiert. 

Die Erfassung der Beschaffenheit des Isolierten biologischen Probenmaterials kann 
berspielsweise durch fotografische Dokumentation erfolgen* Des welteren kann ejne 
medizlnische oder wissenschaftllche Begutachtung und Bewertung des Zustands des 
isolierten biologischen Probenmaterials. und Dokumentation der Bewertung eriblgen. 
EIne Ertessurig der Beschaffenheit des biologisdien Probenmaterials unmlttelbar 
nach der isolation aus seiner natOrllchen Umgebung eriaubt eine umfassendere 
Beurteilung und Bewertung von zu einem spateren Zeitpunkt mit dem isolierten 
biologischen Probenmaterial durchgefQhrten Untersuchungen und/oder 
Experimenten. 

Vorzugswelse weist das biologlsche Probenmaterial ein definiertes Volumen auf. 
Hierbei hat sich ein Volumen von etwa 0,5 cm® bis etwa 1 cm® als sehr geelgnet 
erwiesen. Dabel Ist es bevorzugt, mehrere biologlsc^ie Probenmateriallen zu 
gewinnen, die In etwa das gleiche Volumen, belspielsweise etwa 0,5 cm® und/oder 
etwa 1 cm® aufweisen. Selbstverstandllch kann das biologische Probenmaterial auch 
Welnere Volumlna, belspielsweise 1 mm® oder 3 mm®, oder auch grOBere Volumlna, 
belspielsweise 2 cm ® oder 4 cm®, einnehmen. 

Das biologische Probenmaterial kann unmlttelbar nach der Isolation aus seiner 
naturiichen Umgebung und Erfassung der Beschaffenheit, belspielsweise durch 
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digitale Photodokumentation, auf das gewQnschte Probenvolumen mit einem Skalpell 
zugeschnitten werden. Nachfolgend konnen die Probenvolumina in geeignete 
Probenraiirchen, beispjelswelse Kryorohrclien, Qberfulirt werden. Die Kryordhrchen 
konnen nachfolgend in flusslgem Stickstoff gelagert warden. 

Die fsollerten biologischen Probenmateriaiien kdnnen auch in Paraffin eingebettet 
werden. Vor der Paraffinelnbettung kann gegebenenfalls eine EntwSssenjng unter 
standardlsierten Bedingungen erfolgen, Aus den eingebetteten Probenmateriaiien - 
kSnnen beispieiswelse Qewebeschnitte fflr eine mikroskopisciie Untersuchung 
angefertigt werden. 

» 

Qemae einer welteren Auafflhrungsfbrm der Erflndung betrfigt die d«finierte 
maximale Abweichung de» definieiten Zeitraums nicht mehr ale etwa 10%, 
vorzugswelse nIcht mehr als etwa s %, bezogen auf den definierten Zeitraum. 

Es hatsich gezelgt, daB die Einliaitung eines definierten Zeitraumes, gemessen von 
der Entnahme des biologjsdien Probenmaterials bis zur Konservierung und/oder 
Lagerung des isoilerten biologischen Probenmaterials, die Vergleichbarkeit der 
Qualitat dee isoilerten biologischen Probenmaterials staric verbsssert. 

Bel Einhaltung standardisierter Bedingungen bel der Aufarbeitung der isoilerten 
blologlsdien Probenmateriaiien, Insbesondere der Zeltdauer zwischen Entnahme 
und Konsewlenjng und/oder L^rung, weisen die gesammelten biologischen 
Probenmateriaiien eirie sehr gute Verglelchbarkelt auf. 

IVilthIn kflnnen bel einem Vergielch des biochemischen und/oder physiologlschen 
Zustandes der isoilerten biologischen Probenmateriaiien von beispieiswelse 
gesunden bzw. nfchtpathologlschen Gewebeproben mit pathologischen 
Gewebeproben die Untsrschlede auf die lewellige Erkrankung Oder Entartung 
zuriicltgefuhrt werden. Das helBt. bei einer standardlsierten Auferbeitung der 
isoilerten biologischen Probenmateriaiien sind die gegebenenfalls zwischen 
verschledenen biologischen Probenmateriaiien festzustellenden Unterschiede nicht 
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auf das jewelllge Aufarbeitungsverfahren bzw. eine unterschiedliche Zeltdauer der' 
Aufarbeitang zurQckzufQhren, sondem ein IndlzfQr die molekularen Ursachen der 
jewelligan Erkrankung odar Entartung. 

ErfindungsgemaB ist bevorzugt, daS der deflnlerte Zeltraum wenlger als etwa 25 
Minuten, vorzugswelsa weniger als etwa 15 Minuten, betrSgt. Weiterhln 1st 
bevorzugt, daB der definierte ZeJtraum etwa 12 MInuten betragt Noch bevorzugter 
betragt der definierte Zeitrau'm etwa 10 Wlinuten. Selbstverstandiich kann der 
definierte Zeitraum auch kOrzer sein, belepielsweise 6 oder 8 Minuten. 

Im Hinblick auf den Umstand, daB die lafolation von humaneni biologlschen ^ 
Probenmaterlal in einem Operatlbnssaal zu erfolgen hat und die Auterlaeltung des 
Isoiierten biologlschen Probenmaterials regelmaBig auBerhalb des Operationssaals 
erfolgt, ist eine Verrlngemng der Zeitdaiier, gemessen ab isolation des biologischen 
Probenmaterials bis zur Konsen/lerung des isoiierten biologischen P.robenrnaterials, 
von weniger als fflrrf MInuten praktlsch nicht durchfQhrbar, Als sehr geelgnet hat sich 
ein deflnlerter Zeitraum von etwa 10 MIriuten erwiesen. 

QemaB einer weiteren bevoizugten Weiterbildung erfolgt die Konservlerung des 
isoiierten biologischen Probenmaterials durch Kryokonservierung oder duroh 
chemlsche Konservlerung: 

Unter nKonservierung" wird im Sinne der Erfindung verstanden, daB der 
biochemisohe oder physiologlsche Zustand des isoiierten biologischen 
Probenmaterials fixiert wird. 

• Die Kryokonservierung erfolgt vorzugswelse durch Hntauchen des isoiierten . 
biologischen Probenmaterials in ein K&itemedium und Einflrieren des biologischen 
Probenmaterials in einem Zeitraum von vorzugsweise wenigen Sekunden, Als 
Kaltemedium wird vorzugsweise fiussiger Stickstoff verwendet Bei dieser 
Vorgehensweise fallen die Konservlerung und Lagerung des isoiierten biologischen 
Probenmaterials zusammen. 
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QernSB einer weiteren Variant© des erfindungsgemaSen Verfahrens erfolgt die 
Konservierung unter.Verwendung von chemischem Vametzungsmlttel- Die bevorzugt 
verwendBten Vernetzungsmittel besltzen reaktive Gruppen. 

Unter ^eakliven Gmppen" werden im Slnne der Erfindung ohemische 
Funktlonalltaten verstanden, dlesich mit dem isolierten biologischen Probenmaterial 
Ghemlsch umsetzen. Dabei konnen die reakOven Qruppen des Vemetzungsmlttels 
mit reaktiven Gmppen auf dem isolierten biologischen Probenmaterial reagieren.. 
Vorzugsweise enthait das bei der Erfindung venwendete Vernetzungsmittel als 
reaktive Qruppen Aldehyd- uncVoder Epoxidgrupperi, die sich vorzugsweise mit 
Aminogruppen auf dem isolierten biologischen Probenmaterlad umsetzen. 

Die Vernetzungsmittel werden <iabei vorzugsweise aus der Gruppe ausgewStilt^ die 
aus Formaldehyd, Polyaldehyden, vorzugsweise Dialdehyden, Poiyepoxld- 
verbindungen, vorzugsweise Dl- und/oder Triepoxidverbindungen, und/oder 
Gemiedien davon besteht. 

Vorzugsweise wird ats Dialdehyd Qlutardialdehyd venA^endet. Anstelle von 
Formaldeliyd kann sell)stverstandlic|i audi Paraformaidetiyd venft^endet werden. 

Als Diepoxidverbindungen konnen beispielswelse Polyalkylenglykoldiglyddyiettier, 
vorzugsweise Polyethyiengiykoldlglycidyiettier, oder Alkandlolglycldyletlier, 
beispielswelse 1 ,6-l-iexandiolglyddylether und/oder 1 ,4-Butandiolgylddyletlner, 
verwendet werden, 

• Als Polyglyddylverbindungen konnen beispielswelse Polyalkoliolpolyglyddyietlier, 
beisplelsweise Sorbitolpolyglyddyiether, Glycerinpolyglyddylether, 
Pentaerythrolpolyglyddyletiier, Saociiaridpolyglyddylether und Gemisdie davon 
verwendet werden. 
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Das Isollerte biologische Probenmaterial kann nur durch.Kryobehandlung oder nur 
durch chemlsch© Konssivierung konservlert warden. Selbstverstandlich kann das 
Isollerta biologische Probenmateria! zunSchst mlt chemischem Vernetzungsmittel ^ 
Oder Konsen^ierungsmittel behandelt und nachfolgend elner Kryobehandlung 
unterwbrfen werden. Es 1st aber auch mSglich, das isolierte biologische 
Probenmaterial zunachst elner Kryobehandlung und Lagemng unter flQssrgem 
Stickstoff Oder in einem Qefrterschrank, beisplelsweise bei -80'C, zu lagern und zu 
einem spStereri Zeltpunkt elner chemischem Konservlerung durch Behandlung mlt 
chemischem Vernetzungsmittel oder Konservierungsmlttel zu unterwerfen, 

Bevorzugt ist das tsotierte biologische Probenmaterial humanes Gewebe. Das bel 
dem erRndungsgem^Ben Verfahren venvendete biologische Probenmaterial kann 
gmndsatziich jedes biologische Material sein, mit dem eine Sammlung mlt Isollertem 
biologischen Probenmaterial ersteilt werden soil. 

Besonders signet slch tumorfreles Gewebe, Tumorgewebe und/oder Fettgewebe bel 
dem erfindungsgemliBen Verfahren. Dee weiteren ist bevorzugt, daB das^ 
Tumorgewebe zentrales oder perfpheres Tumorgewebe Ist. AIs Tumorgewebe kann 
belspielsweise Gswsbe von Kolonkarzinom, Rektumkarzinom, Pankreaskarzinom, 
Mammakarzlnom, Prostatal<arzinom, Bronchialkarrfnbm, Magenkarzlnom oder 
Cervlxkarzlnom verwendet werden. 

per Vergieich des blochemlschen unci/od&r physiologischen Zustandes von 
tumorfreiem Gewebe, zentralem sowle peripherem Tumorgewebe aus der 
erfindungsgemSBen Probensammlung bzw. nach dem erfindungsgemaBen 
Verfahren aufbereltete isollerte biologische Probenmateriallen kann die mojekularen 
Unterschiede, belspielsweise von GenaktivitSten, Expressionsmustem, 
Expressionsprofiien, aktivierten Proteinen, insbesondere zelluiaren Tumorf^lctoren, 
Enzymeni etc,, bel experimentellen Untersuchungen aufzeigen. 

Die unterschiedlichen DMA-, RNA- und/oder Proteln-Aktivitaten in den isollerten 
biologischen Protelnmateriallen konnen belspielsweise in l\/llcroanray-AnaIysen, 
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beispielsweise aut sogenannten Blochips (DNA-Arrays Oder Proteln-Arrays), 
untersucht warden. 

Aus diesem Verglelch von unter standardislerten Bedingungen aufbereltetem 
biologlschen Probenmaterial lassen sich mdgliche AngriffspunWefilr Wirtetoffe 
und/oder Anzneimlttel bei der Behandlung von Kreba Oder StofNvechselerkrankungpn 
©rmltteln. Ihabesondere ist unter Verwendung elner VIelzahl von nach dem 
erflndungsgemfiBen Verfahren aufbereiteten isollerten biologischen 
Probenmaterlallen eine statistlsche Valldienjng der experimentellen Ergebnisse 
mdglich. 

Gem^l3 einer vorteilhaften Welterblldung warden dem Isollerten biologischen 
Probenmaterial Dateneitze zugeordnet 

Die Datensatze enthalten insbesondere lofonnatiorien aber die Isolierten 
Probenmaterlallen. In der Regel wird das isoliert© blologlsche Probenmaterial vor 
Oder nach der Konservierung mehrfach getellt und separat vonelnander aufbewahrt 
•Eln Tefldes Probenmaterials kann dann unter Venwendung molekularblologlscher 
Verfahren, beispielswelse auf Proteinebene und/oder mRNA-Ebene, analysiert 
werden. Diese Daten ertauben elne Aussage Ober den Akyviemngs- bzw. 
Inaktivlerungszustand von Qenen, mRNAs und/oder Proteinen. Unter Venwendung ' 
dieser Daten kann mithin eins Art Aktivieryngsprofll oder Expressionspre»fil des 
isolierten biologischen Probenmaterlals ersteiit werden. 

Die Zuordnung der Datensatze zu den Isolierteh biologischen Probenmaterlallen 
kann beispielswelse Ober Identifikationsnummem des jeweiligen isollerten 
biologischen Probenmateriais In einer Computer-gestQtzten Datenbank erfoigen. 

Vorzugsweiss umfassen die Datensdtze femer Infonmationen Qt>er die Anamnese, 
Medikation, Narkose, den Operationsverlauf, klinlsche Parameter und/oder 
Nac^sorgedaten. 
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Die Dat9risitze enth«Uten vorzugsweiee zusStzllch Infonmationen Qber klinlsch- 
chemische piagnosen von Blut-, Stuhl-, Urin-, Sputum-, Liquor cerebrosplnalls- 
Prohen, etc., die vor uncVoder nach Isolation des jeweiligen biologisclien 
Probenmaterlals vom Patlenten gewonnen mirden. Somit l<6nnen die Datensitze 
Informationen Qber Blutgruppe, Blutbild, Gerinnungswerte, Tumormarl<er, 
Leberwerte, Nierenwerte, Serum-Bektrolytwert©, etc. enthallen. 

Des weiteren kdnnen cUe Datensitze Informationen Qber vor und/oder nach der 
Isolation von bidogischeiTi Probenmaterial dem Patlenten yerabreichte Medikamente 
enthatten. 

• 

Ebenfalls kdnnen die DatensStz© Intbrmationen bzgl. der Anamnes©, beispielswelse 
EB- und Lebensgewohnheiten wie Appelit, Averslonen, Allergien, Vorerkrankungen, 
Kindererkrankungen, Infektionserkrankungen, tropenerkrankungen, frQhere 
Krebserkrankungen, Schlafgewohnheiten, Ausscheidungsgewohnheiten von Stuhl 
und Urin, Alkohol-. Nikotin- und/oder Drogenkonsum, Beschwerden und 
Befindlichkeiten, Symptome, Medlkarhentendosen und Unvertraglichkelten von 
Medikamenten.etc, umfass'en. 

Des weiteren konnen die DatensStze Informationen tiber den zeitilchen Verlauf der 
Entnahme des biologischen Probenmaterlals aus seiner natQrllchen Umgebung 
umlassen. Vonsugsweise wird als Beginn des zeitllchen Ablauts die Abtrennung bzw. 
Herausl6sung des Gewebes von Menschen verw/endet Bel Isolation von 
Kclongewebeproben ist der Zeitpunkt der Durchtrennung des proximalen und 
distalen Endes des biologischen Probenmaterlals der Startpunkt der Zeitmessung. 

insbesondere konnen weltere Informationen bzgl. des Isolierten biologischen 
Probenmaterlals dokumentiert vyerden, belspielsweise Angaben zu GroBe des 
Isolierten Gewebematerials, beispielswelse die TumorgrfiSe. 

Die isolierten biologischen Probenmateriallen konnen dann, wie.oben eri^utert. durch 
Kryobehandlung beispielswelse in fldsslgem Stidcstoff konservlert und unter 
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flQssIgem Stickstoff Oder In elneon Gefrlerschrank, belspielsweise bei etwa-80"C, 
auftievvahrt werden. . 

Die Isolierten biologischen Probenmaterlalien k6nnen aber auch zunachst chemlsch 
konserviert Oder fixiert und, falls erwiinscht, nachfolgend einer Kryobehandlung, 
belspielsweise durch Behandlung mit flQssigem Stickstoff, unterworfen werden und 
schlieBlich bis zur welteren Verwenduhg belspielsweise unter flOsslgem Stickstoff 
Oder In elnem.Qefrierschrank . belspielsweise bel etwa-8d*'C„aufbewahrt werden. 

Das erfindungsgemas© Verfahreh eriaubt die. Erstellung einer Sammiung von 
isollertem biologischen Probenmaterial, das unter standardlslerten Bedingungen 
aufgearbeltet wurde, wobel jedem isolierten biologischen Probenmaterial eine 
Vielzahl von kllnlsch relevanten Daten zugeordnet werden kann. Die Komblnation 
von standardislertem Probenmaterial und kllnlsch relevanten Daten Ist SuBerst 
wertvdil fbr die Wirkstoff- oder Arzneimittelforschung. 

Vorzugsweise umfeBtdie erfindungsgemaBe Probenaammlung mehr als 100, 
vorzugewelse mehr als 500, noch bevorzugter mehr als 1000 Isolierle blologische 
Probenmaterlalien. 

Beisoiel 1: Erstelluna einer Samml una von IsoHBitam Colongewebe 

Nachfolgend wird das erflndungsgemaBe Verfahren zur Erstellung einer Sammiung 
von Isollertem biologischen Probenmaterial anhand von Isollertem Colontumor- 
gewebe veranschaullcht. Das erfindungsgemSBe Verfahren ist jedoch nicht auf 
Colontumorgewebe bzw. Colongewebe beschrinkt und kann selbstverstandlich auch 
mit anderem Kdrpergewebe, belspielsweise Bronchialgewebe, Mammagewette, etc., 
durchgefQhri; werden. 

Zur Erstellung von dem isolierten biologischen Probenmaterial zugeordneten 
Datensiteen wurden neben den Anamnesedaten sowie welteren kllnlsch- 
chemlschen Parametem des Patienten, belspielsweise Blut-, Urin--, Liquor-, 
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Sputumanalysen, etc., auch der zeitllche Ablauf bis zur und einechlieBlich der 
Entnahme de$ biologischen Probenmateriate dokumentlert. Mlthln wird bet dem 
erfindungsgemaBen Verfahren unter standardlslerten Bedingungen^gewonnenes 
Probenmaterial zur Erstfellung ©Iner Probensammlung bereltgestellt Daruber hinaus 
wird vorzugsweise elne Vielzahl kllnisch relavanter Informatlonen Ciber den 
Patienten, dem das Probenmaterial entnommen wurde, sowie uber die Gewinnung 
des Probenmateriald selbst ale auch Analysedaten des isoHerten Probenmaterlals in 
Form von DatensStzen dem IsoUerten biologischen Probenmaterial zggeordnet und 
gespelchert 

Mithin stehen beispieisweise der Wirkstotf- bzw. Arzneimittelforschung zum einem 
eine Vielzahl von Innerhalb einer SuBerst kurzen Zeit. beispielswsise 10 Minuten, 
und unter standardlslerten Bedingungen gewohnene biptogische Probenmateriaiien 
sowie zum anderen mit dem Jewveiligen Probenmaterial verknOpfte sp^ifische 
Inf ormatibnen zur Verfugung. 

Die be! der Wirkstofforschung mit verschiedenen isolierten Gewebeproben, 
beispieisweise Coiongewebeproben, erhaltenen gegebenenfalls unterschledllchen 
Ergebnisse kdnnen eyentuell vor dem Hlntergrund der welter vorilegenden 
Informattonen verstanden, erklart und/oder gedeutet warden. Die mit dem 
erfindungsgemaBen Verfahren erstellte erfindungsgemaBe Proben- und 
Datensammlung ist Insbesondere fOr die Wirkstofforschung der Pharmaindustrie ein 
SuBerst wertvolles Werkzeug. 

Den Zeitpunkten vor der Isolation des Probenmaterlals ist in der untenstehenden 
Tabelle 1 ein l\/linusz©lchen vorangestellt. Die Entnahme selbst ist nicht Tell des 

• erfindungsgemaBen Verf^rens. Vielmehr beglnnt das erfindungsgemaBe Verfahren 
unmlttelbar nadi der erfpigten Isolation des biologischen Prjobenmaterlals. Den 
Zeltpunkt nach der erfolgten Isolation ist in der Tabelle 1 eIn Pluszelchen 
vorangestellt. 
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Tabellel : Zejtveriauf von der Entnahme bis zur Konservlerung von Colongewebe 
Zeltpunkt Hdndlung 

-77 mln Beginn der Narkose des Patienten 

-61 mln Blutabnahme 

-45 min Beginn der Operation 

-38min Urfnabnahme 

-14 min Abbindung der Mesenterica Inferior . * 

- 7 mln Abbindung der unteren Arkade 

- 5 min Abbindung der oberen Arkade 

. 3 mln Durchtrennung des distalen Endes des ResekCats (Colpngewebe) 
0 mln nach Durclitrennung des projdmalen Endes des Resektats 

+ 1 mln Resektat wird entlang des Danmverlaufs mit einer Schere 

aufgeschnltten, wobel der Tumor vorzugsweise nicht durchschnitten 

wlrd. ' ■ ' * * 

+1 bis 5 mln Das Hesektat sowie der Tumor warden vorzugsweise mIt eIner digltalen 

Kamera photographlert. Von dem Tumor wlrd elne GroBaufhahme 

angefertigt. 

+ 5 mln Aus dem Resektat und dem Tumor werden Proben entnommen. Die 
Proben umfassen beisplelsweise gesundes Qewebe, Fettgewebe, 
peripheres Tumorgewebe und zentrales Tumorgewebe. Das gesunde 
Qewebe wlrd mindestens 5 cm von dem Tumor entfemt aus dem 
Resektat entnommen. Die Proben werden zertellt, so daB das Volumen 
vorzugsweise etwa 0,5 cm® betrSgt. Die zerteilten Proben werden In 
Probenrohrchen Qberfulnrt 

+ 10 mln Konservlemng der Probenmateriaiien In den Rohrchen: 

- durch Elnfrieren in flussigem Stickstoff oder 

- durch Zugabe von 10 ml 3,5 % Formaldehydlosung oder 

- durdi Zugabe von 10 ml 5,5 Gew.-% GlutaraldehydlOsung 
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Von den durch Zertellung der ieolierten Probenmaterialien erhaltenen 
Proben wird voraigswels© ieweils ein Drrttel nach ]edem der 
vorstehenden Konservlerungsverfahren konservlert und nachfolgend 
' gelagert. Bei Konservierung mittels Formaldehyd oder Glutaraldehyd 
wird das blologische Probenmateriai vorzugsweise uber ©men 

definlerten Zeltraum. belspielswelse zehn oder 24 Stunden, bel 
: Zimmertemperatur (z.B. 25»0 stehen gelassen, MU Zugabe der 

KonfeervierungslSsung, d.h. Fprmaldehydlosung. Glutaraldehydiasung , 
Oder flussigem Sticlicstoff, let das erflndungsgemaBe Verfehren In 
zeWlcher HInslcht abgeschlossen. 

Bels plel g: Narhwkls der V«randeruna y n n htQloaistihem Probenmamiiql Qb^f dlQ 
Zeit Isolation aus der natf^r"9hs" Umaebung 

Als Nachweis ttir die Bedeutung des erfindungsgemasen Verfahrens wurde die 
Proteinzusammensetzung von Damngewebeproben in definlerten zeitllchen 
Abstanden nach Entnahme aus dem Patienten mittels SELDI-MS (Surface-enhanced 
Laser Desorption lonisation-Massenspektrometrle) untersucht. 

In Flg.1 Ist das Ergebnis von SELDI-WlS-Analysen von Dickdanngewebeproben 
gezeigt Das Probenmaterial wurde dabei 3 min, 5 min, i5 min, 10 min, 15 min, 20 min 
sowie 30 min nach Entnahme aus dem Patienten in flQsslgem Stickstoff eingefroren. 
Die Proben wurden nachfolgend gemaB Herstellerangaben (Firma CIPHERQElM, 
Gattingen, Deutschland) aufgearbertet und mittels SELDI-MS analysiert. 

In Rg. 1 1st das jeweils erhaltene Massenspektmm gezeigt. Von dem In der re'chter) 
Eingrenzung gezelgten Teil des Massenspektrums ist sine vergroBerte Oberiagemng 
der Massenspektren zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Entnahme rechls von 
den Massenspektren dargestellt In der Oberiagemng des Ausschnltts der ertialtenen 
Massenspektren sind die jewetligen Zeltpunkte des EInfrierens des Probenmaterlals 
In flQsslgem Stickstoff angegeben. 
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Es Ist deulllch zu erkennen, dass es zu einer zeWjchen VerSnderung bei dsr Protein- 
zusammensetzung bel den Isollerten Resektaten, den isoljerten 
Colongewebeproben, zwischen Resektion und Elnfrieren innerhalb von Minuten 
kommt. Die zeitliche Veranderung kann belspielsweiee auf eine Hoch- und/oder 
Runten-eguliemng von Protelnen, belsplelsweise Infolge eine Unterversorgung mit 
Sauerstoff (Hypoxie) zurQckzufQhren sein, 

Diese Ergebnisse belegen die groBe Bedeutung des erfindungsgemaBen 
Verfahrens, nSmlich der Standardlsiemng der Aufarbeltung der isollerten 
biologlschen Probenmaterlallen, bel der Eretellung einer Sammlung von 
blologlschem Probenmateilal. 
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PatentansprOche 



' 1 . Verfahren zur Erstellung einer Sammlung von Isoliertem blologischem 

Probanmaterial, wobej isoliertes biologisches Probenmaterial innerhalb 
eines deflnterten Zeltraums nach Isolation des Probenmaterlals aus seiner 
natflriichen Umgebung konserviert und nachfolgend gelagert wlrd und 
wobel der definierte Zeltraum zwischen Isolation und Konservlerung 
verschiedener Probenmaterlalien eine definierte maximaie Abweichung 
aufweist 

2. Ver^ren gemiil} Anspruch 1 , . 
dadurch gekonnzeichnet, 

daB die Beschaffenhelt des blologlschen Probenmaterials nach der 
Isolation au$ seiner natQriiciien Umgebung und vor der Konservlerung 
erfaBt und dol<umentlert wird. 

3. Verfahren gemdB Anspruch 1 Oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB das biologlsche Probenmaterial ein definiertes Volumen aufweist. 
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4. Verfahren gemaB elnem d©r AnsprOche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

da3 die definlerte maximale Abweichung des definierten Zeltraums nicht 
mehr a!s etsAra 1 0 %, voqiugswelse nicht mehr als etwa 5 %, bezogen auf 
• den definierten Zeitraum, betragt 

5. Verfahren gemaB einem der Anspruch© 1 bts 4, 
dadurch gekennzefchnet, 

daS der definierte Zeitraum weniger als etwa 25 Minuten, vorzugswelse 
weniger als etwa 15 MInuten, betragt 

6. Verfahren gemSB elnem der Ansprtlche 1 bis 5, 
dadurch g^kennzeichnet, 

daB der definierte Zeitraum etwa 12 IVIinuten betragt 

7. Verfahren gemaa elnem der Anspriiohe 1 bis 5, 
dadurch gekennzelchnatp 

daB der definierte Zeitraum etwa 10 Minuten betragt. 

8. Verfahren gemaB ©inem der Anspruch© 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Konservierung durch Kryokonservierung oder durch chemlsche 
Konservlerung erfolgt 

9. Verfahren gemSB Anspmch B, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB bei der chemlschen Konservlerung Vemetzungsmittel mit reaktlven 
Qruppen venAfendet werden. 

10. Verfahren gemaB Anspruch 9, 
dadurch gekenrtzeichnet, . 
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daB die VernBtzungsmlttel aus der 6ruppe ausgewShlt warden, die aus 
Formaldehyd, Polyaldehyden, vorzugswelse Dialdehyden, 

Polyepoxidverblndungen, vorzugsweise Dl- und/odar 
TriepoxIdverbindungen.und/oderGemlschendavonbesteht. 

11. Vertehren gemaB einem der Anspruch© 1 bis 1 0, 
dadureh gekennz^chnet, 

daB das isollerte bfologlsch© Probenmaterial humanes Gewebe ist 

12!. VerfahrengemSB Anspruch 11, 
dadurch gekennseiehnet, 

daB das human© Geweb© tumorfreles Gewebe, Tumorgeweb© und/oder 
Fattgewebe Ist. 

13. Verfahren gemaB Anspruch 12, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB das Tumorgeweb© zentrales Oder peripheres Tumorg©w©b© Ist. 

14. Verfahren genr^B eirtem der AnsprQche 1 Ws 13, . 
dadurch gekennzelchnet, 

daB dem Probenmaterial DatensStze zugeordnet werden. 

15. Verfahren gemSB Anspruch 14, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB de Datensatze Infdmiatlonen Qber die Anamnese, MedikaJlon, 
Narkoae, Operatlonaverlauf. kilnlsche Parameter.und/oder 
Naciisorgedaten umfassen. 

1 e. Biologisch© Probenmaterial-Sammlung, die isoliertea und gemSB dern. 

Verfahren nach ©Inem der Anspitich© 1 bis 15 aufbereltetes biotoglsche 
Probmmaterial enthSlt 
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